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Polycyclic aromatic hydrocarbons, products of the incomplete combustion of
organic materials, are a large group of lipophilic environmental chemicals to which
the general population is exposed on a daily basis. The most prominent ways of
exposure are via contaminated food, occupational exposure, air pollution and
cigarette smoking. PAHs, basically inert, can be activated into reactive metabolites
by the cytochrome P450 enzyme system upon entering the body. It is proven that
PAHs play a role in the development of chronic degenerative diseases like cancer
and cardiovascular diseases such as atherosclerosis. Whereas in the development of
cancer, the tumor initiating and promoting events of PAHs are ascribed to their
DNA damaging properties, the underlying mechanism of PAH-mediated
atherogenesis is mainly unknown.
In the present thesis we investigated whether and how PAHs are involved
in the development of atherosclerosis in apoE-KO mice. We hypothesized that
PAHs modulate atherosclerotic plaque development by DNA damaging events in
the arterial vessel wall. The first part of the thesis focuses on the DNA damaging
effects of B[a]P in the arterial vessel wall. Subsequently, we characterized the
effects of chronic B[a]P exposure on atherosclerotic plaque development in the
atherosclerotic apoE-KO mouse. The results of these studies showed that,
regardless of the DNA damaging events in the arterial vessel wall, PAHs progress
the atherosclerotic plaque development towards a more inflammatory phenotype.
Based on these results, the last part of the thesis focuses on the mechanisms
involved in this local, plaque specific inflammatory effect of PAHs and the role of
some inflammatory cytokines such as TGF|3 in this process.
In chapters 2 and 3 we characterized the direct and indirect arterial DNA
damaging effects of acute B[a]P exposure. In chapter 2 we showed that the aorta is
a target organ for the direct DNA damaging effects of B[a]P (BPDE-DNA
adducts) as well as the fact that dietary modulation of plasma lipid levels did not
significantly influence the DNA adduct formation in both the apoE-KO and the
apoE*3-Leiden mouse, two atherosclerotic mouse models. Furthermore, we
showed that the levels of BPDE-DNA adducts were higher in the apoE-KO
mouse compared with the apoE*3-Leiden mouse.
Chapter 3 describes the formation of lipid peroxidation derived exocyclic
etheno-base adducts in the aorta of apoE-KO mice after acute exposure to B[a]P.
Etheno-DNA adducts are a marker for oxidative DNA damage and we show that
B[a]P enhances the formation of
 edA in the aorta of apoE-KO mice.
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After establishing that the aorta is indeed a target organ for B[a]P-derived
DNA damage, we investigated in chapter 4 the effects of chronic B[a]P exposure
on atherosclerotic plaque formation in apoE-KO mice. We showed an enhanced
atherosclerotic plaque progression without an extra induction of new plaques.
Furthermore, we describe an inflammatory change in the plaque phenotype
characterized by increased numbers of plaque macrophages and T-lymphocytes,
without a clear effect on collagen content, apoptosis, proliferation or p53 protein
expression in the plaques. Moreover, no differences in the number of plaque
smooth muscle cells are observed and plasma lipid levels are not modulated by the
B[a]P exposure.
In chapter 5 we tested our main hypothesis that PAHs influence the
development of atherosclerosis by DNA adducting events in the aorta based on
the observation that B[e]P, the non-DNA adduct forming structural isomer of
B[a]P, elicits the same inflammatory atherosclerotic phenotype as B[a]P. Moreover
we extend our knowledge on PAH-mediated atherogenesis by the observation that
the levels of peripheral immunological blood cells are not changed upon PAH
exposure, thereby concluding that it is a local plaque specific inflammatory
reaction. With regard to the plaque phenotype we show that TGFpl protein
expression is increased in plaque macrophages and that there is no extra induction
of oxidative DNA damage in plaque cells after chronic PAH exposure.
Chapter 6 describes the acute effect of B[a]P exposure on the gene
expression of several inflammatory cytokines in the arterial vessel wall. We show
an up-rcgulation of the anti-inflammatory cytokine TGFp in the aorta of apoE-
K.O mice after acute B[a]P exposure, thereby suggesting that TGFL3 plays a role
early in the process of PAH-mediated atherogenesis. Furthermore, we show that
the acute exposure to B[a]P did not result in modulation of the pro-inflammatory
cytokines TNFa, MCP1 and 11-6.
In chapter 7 the findings of this thesis are discussed. The first part of
chapter 7 describes the original ideas of DNA damage and the initiation-
promotion-progression idea of chemical atherogenesis. Then, based on die
findings obtained in this thesis we propose a revision of these ideas towards a
more local inflammatory effect of PAHs in chemical atherogenesis. The chapter is
concluded by the Limitations of the studies performed in this thesis and some ideas
for future directions.
In conclusion, DNA binding events in the arterial wall are not the main
mechanism by which PAHs modulate atherosclerotic plaque development.
Although the exact mechanism can still not be fully elucidated, we have shown that
it is most Likely a local inflammatory reaction in which upregulation of TGF0
seems to be involved.
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Samenvatting
Polycyclisch aromatische koolwaterstoffen (PAKs) vormen een grote groep
lipofiele chemische verbindingen die veelvuldig voorkomen in de voeding en het
milieu en waaraan de algemene bevolking dagelijks wordt blootgesteld. PAKs
worden gevormd tijdens de onvolledige verbranding van organische materialen en
zijn over het algemeen onschadelijk. Echter, eenmaal in het lichaam kunnen PAKs
worden omgezet in reacrieve metabolieten met behulp van het cytochroom P450
enzym systeem. Het is aangetoond dat PAKs een rol spelen in het ontstaan van
chronisch degenerarieve ziekten zoals kanker en hart-, en vaatziekten in het
bijzonder aderverkalking (atherosclerose). In de pathogenese van kanker worden
de initierende en promotende werking van PAKs toegeschreven aan het feit dat ze
het DNA kunnen beschadigen. Echter, over de rol van PAKs in de pathogenese
van aderverkalking is nog weinig bekend.
In dit proefschrift is onderzocht of, en zo ja, hoe PAKs betrokken zijn bij
het ontstaan en de ontwikkeling van aderverkalking in atherosclerose gevoelige
apolipoproteine E knockout (apoE-KO) muizen. Onze oorspronkelijke hypothese
was dat PAKs de ontwikkeling van atherosclerorische plaques moduleren via
beschadigingen van het DNA in de arteriele vaatwand. Het eerste deel van dit
proefschrift richt zich op de DNA beschadigende effecten van een sterk
kankerverwekkende PAK, benzo[a]pyrene (B[a]P), in de arteriele vaatwand.
Vervolgens zijn de effecten van chronische B[a]P blootstelling op de ontwikkeling
van atherosclerorische plaques in de apoE-KO muis beschreven. De resultaten van
deze studies laten zien dat PAKs, in verhouding tot andere organen, een
verhoogde mate van arteriele DNA schade veroorzaken. In de progressie van
atherosclerose echter, blijken PAKs een plaque fenotype te induceren dat zich
vooral kenmerkt door verhoogde aantallen ontstekingscellen. Gebaseerd op deze
resultaten, richt het laatste deel van dit proefschrift zich op dit lokale, plaque
specifieke ontstekingseffect van PAKs. Hierbij wordt ondermeer gekeken naar de
expressie van verschillende cytokines, waarvan bekend is dat ze betrokken zijn in
ontstekingsprocessen, zoals bijvoorbeeld TGFfi.
In de hoofdstukken 2 en 3 worden de directe en indirecte DNA beschadigende
effecten in de aorta beschreven na acute blootstelling aan B[a]P. In hoofdstuk 2
tonen we aan dat de aorta een doelwitorgaan is voor de directe DNA schade door
B[a]P; de niveaus van de interacrieprodukten met het DNA (de zogenaamde
BPDE-DNA adducten) zijn hoger dan die in andere organen. Ook laten we zien
dat modulatie van plasma cholesterol niveaus door middel van dieet geen
significante invloed heeft op de vorming van deze DNA adducten. Bovendien
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tonen we aan dat de BPDE-DNA adduct niveaus hoger zijn in de extreem
hyperlipidemische apoE-KO muis ten opzichte van de milde hyperlipidemische
apoE*3-Leiden muis.
Hoofdstuk 3 beschrijft vervolgens de vorming van de lipid peroxidatie
afgeleide etheno-adducten in de aorta van apoE-KO muizen na acute blootstelling
aan B[a]P. Etheno-adducten zijn een marker voor oxidatieve DNA schade en we
laten zien dat B[a]P de vorming van EdA in de aorta van apoE-KO muizen
verhoogt.
Nadat we hebben aangetoond dat de aorta inderdaad een doelwitorgaan is
voor B[a]P geinduceerde DNA schade, gaan we in hoofdstuk 4 in op de effecten
van chronische blootstelling aan B[a]P op de vorming van atherosclerotische
plaques in apoE-KO muizen. We tonen aan dat er een versnelde ontwikkeling van
atherosclerotische plaques is, maar ook dat er geen extra inductie van nieuwe
plaques plaatsvindt. Verder beschrijven we ontstekings-gemedieerde veranderingen
in het plaque fenotype die zich karakteriseren door toegenomen aantallen
macrofagen en T-cellen in de plaques. Er is geen duidelijk effect op de hoeveelheid
collageen in de plaques. Ook de mate van celdood (apoptose), proliferatie en de
expressie van het p53 ei\vit in de plaques is niet veranderd. B[a]P blootstelling heeft
geen invloed op het aandeel gladde spiercellen in de plaques en ook de plasma
cholesterol niveaus zijn niet veranderd.
In hoofdstuk 5 verwerpen we uiteindelijk onze oorspronkelijke hypothese
dat de rol van PAKs in de onrwikkeling van atherosclerose volledig toegeschreven
kan worden aan hun DNA bindende effecten in de vaafwand. We laten zien dat
B[e]P, een niet-DNA bindende isomeer van B[a]P, net zo goed in staat is een
atherosclerotisch plaque fenotype te induceren dat zich kenmerkt door ontsteking.
Hierdoor breiden we onze kennis op het gebied van PAK-gemedieerde
atherogenese uit. We tonen aan dat de niveaus van perifeer immunologische
bloedcellen niet veranderen door de PAK blootstelling en concluderen hieruit dat
de ontstekingsreactie hoogstwaarschijnlijk lokaal en plaque specifiek is. Met
betrekking tot het plaque fenotype laten we zien dat chronische blootstelling aan
PAKs leidt tot een verhoogde expressie van het TGFpl eiwit in de plaque
macrofagen en dat er immunohistochemisch geen extra inductie van oxidatieve
schade in de plaque cellen aantoonbaar is.
Hoofdstuk 6 beschrijft het acute effect van B[a]P blootstelling op de
genexpressie van verschillende ontstekingsgemedieerde cytokines in de arteriele
vaatwand. We laten zien dat het ontstekingsremmende cytokine TGFP verhoogd
tot expressie komt in de aorta van apoE-KO muizen na acute blootstelling aan
B[a]P. Dit suggereert dat TGFP vroeg in het proces van PAK-gemedieerde
atherogenese een rol speelt. Verder laten we zien dat de B[a]P blootstelling niet
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leidt tot een modulatie van de ontstekingsstimulerende cytokines TNFa, MCP1 en
11-6.
In hoofdstuk 7 worden tenslotte de bevindingen van dit proefschrift
bediscussieerd. Het eerste gedeelte van hoofdstuk 7 beschrijft de oorspronkelijke
ideeen over DNA schade en het initiatie-promotie-progressie mechanisme in de
chemische atherogenese. Vervolgens poneren we, op basis van de bevindingen van
dit proefschrift, een herziene versie van deze ideeen, waarin de rol van PAKs in de
chemische atherogenese wordt toegeschreven aan een lokaal ontstekingsgericht
effect. Het hoofdstuk wordt afgesloten met een beschrijving van de beperkingen
van de studies in dit proefschrift alsmede enkele suggesties voor verder onderzoek.
Concluderend kunnen we zeggen dat DNA bindende gebeurtenissen in de
arteriele vaatwand niet het belangrijkste mechanisme vormen waardoor PAKs het
proces van atherosclerotische plaque ontwikkeling beinvloeden. Hoewel de studies
in dit proefschrift het precieze mechanisme niet hebben kunnen achterhalen,
hebben we laten zien dat het hoogstwaarschijnlijk om een lokale ontstekingsreactie
gaat, waarbij in ieder geval een inductie van TGF(J betrokken lijkt te zijn.
143
